血友病患者の血管内皮細胞障害：特に血中トロンボモジュリンとC1q結合免疫複合体との関係において by 山元 泰之 et al.
一　283
東医大誌　50（2）：283～289，1992
血友病患、者の血管内皮細胞障害
一特に血中トロンボモジュリンとClq結合免疫複合体との関係において一
東京医科大学臨床病理学教室（指導1藤巻道男教授）
山元泰之 萩原 剛 鈴木隆史 福武勝幸
　　　　　　　　　　　　　　Endothelial　lnjury　of　Hemophiliacs
－ln　relation　to　Serum　Thrombomodulin　and　Clq－bearing　lmmune　complex一
Yasuyuki　YAMAMOTO，　Tsuyoshi　HAGIWARA，　Takashi
　　　　　　　　　　　　　　　　and　Katsuyuki　FUKUTAKE
SUZUKI
Department　of　Clinical　Pathology，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　（Director：Prof．　Michio　Fujimaki）
　　To　clarify　the　relation　between　immune　function　abnormalities　and　endothelial　injury　in　a　group
of　hemophiliacs　（hemophilia　A　and　B，　92　and　25　patients　respectively）　with　a　history　of　factor　VIII
or　prothrombin　complex　concentrates　administration，　serum　thrombomodulin　levels　（serum　TM）
and　Clq－bearing　immune　complex　（Clq－IC）　were　measured　by　EIA．　The　relations　between　the
obtained　serum　TM　and　Clq－IC　values　with　the　level　of　von　Willebrand　factor　antigen　（vWF：Ag），
which　is　a　recognized　marker　of　endothelial　injury，　as　well　as　CD4　lymphocyte　count，　fi2　microg－
lobulin，　and　lgG，　were　studied　with　respect　to　the　presence　or　absence　of　antibodies　to　the　human
immunodeficiency　virus　type　1　（HIV－1）　and　hepatitis　C　virus　（HCV）．　The　serum　TM　value　in　the
hemophiliacs　was　25．62±9．20　ng／ml　（mean±SD，　n＝117）　which　was　significantly　higher　than　that
in　the　normal　group　（14．51±3．55　ng／ml）　（mean±SD，　n＝11）．　ln　the　hemophiliacs，　no　significant
difference　was　found　in　the　mean　values　of　this　parameter　between　the　HIV－1　antibody－negative　and
positive　groups．　Clg－IC　showed　a　significantly　higher　value　in　the　hemophiliacs　（31．18±22．89　ptg／ml，
n＝104）　than　in　the　normal　group，　50　of　58　members　of　which　had　values　under　the　detection　limit
of　10　＃／ml．　The　HIV－1　antibody　positive　group　showed　significantly　higher　values　than　the　negative
group　（38．12±23．64＃g／ml，　n＝55　vs．　23．38±19．45　ptg／ml，　n＝49）　（p＝O．OOO7）．　Also，　in　the　HIV－1
antibody－positive　group，　significant　correlations　were　found　between　vWF：Ag　and　serum　TM　（n　＝
34，　r＝O．52　p＝O．OO15），　and　Clq－IC　and　serum　TM　（n＝55，　r＝O．44，　p＝O．0075）．　These　results　suggest
that　in　the　hemophiliacs，　an　increase　in　blood　immune　complexes　due　to　infection　with　various
viruses，　alloantigens　contanination，　and　liver　disfunction　associated　with　past　factor　VIII　or
prothrombin　complex　concentrates　administration　adversely　affects　the　endothelial　cells　and
accounts　in　part　for　the　elevated　serum　TM　levels　found　in　these　patients．　ln　particular，　in　the　HIV－1
antibody－positive　group，　HIV－1－associated　immune　function　abnormalities　were　suggested　to　play
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an　important　role　in　promoting　endothelial　injury．
1．緒 言
　ヒト免疫不全症ウイルス（HIV－1）感染症における
主たる病態は免疫能低下に伴う日和見感染症にある
が，血栓症についての報告も従来より数多くなされ
ており1）2）3）4）5），その成因などについて非常に注目さ
れている．血友病患者においてもHIV－1感染症に
伴い血栓症あるいはDICを発症したという事例が
近年報告され6），著者らも止血管理中の抗HIV－1抗
体陽性血友病B症例においてDICを合併した事例
を経験している．7）
　トロンボモジュリン（TM）は，血管内皮細胞の膜
構成蛋白として発見され8），そのほかにもリンパ管
の内皮細胞をはじめ腎の糸球体，胎盤の合胞体栄養
細胞や神経管上皮細胞でも同定されている分子量約
105，000の糖蛋白質である．TMの機能として最も
重要なものは，血管内皮細胞上でトロンビンを凝固
酵素から抗凝固酵素へと変換せしめるという抗血栓
作用であり，その機序は以下の如くに要約される．
すなわちTMはトロンビンとの結合によりトロン
ビンのもつフィブリノゲン→フィブリン変換，V，
VIII因子の活性化などの諸性質を消失させる一方，
プロテインCの活性化を促進し活性化されたプロ
テインCはVa，　VIIIa因子を分解するというもの
である．9）
　1985年に石井ら10）により血中および尿中におい
ても可溶性TMの存在が報告され，1990年には同
じく石井ら11）によりenzme　immunoassay法
（EIA）による測定法が開発された．この血中TMに
ついては基礎的および臨床的な検討がなされつつあ
るが，ASOやTAOなどの局所的な血管障害性疾
患では増加せず糖尿病，自己免疫疾患，DICのよう
な全身的な血管障害性疾患時にのみ増加することが
明らかとなり12）13），このような病態時における血管
内皮細胞の障害マーカーとして非常に有用であると
考えられている．
　現在HIV－1感染者に血栓症が発症する機i序とし
て免疫異常に基づく免疫複合体の増加による血管内
皮細胞や血小板の障害の関与が想像されている．著
者らの施設では以前より免疫複合体に着目し血友病
患者群とくに抗HIV－1抗体陽性群にその高値を認
めている。14）そこで今回血友病患者群における血中
TM値，免疫複合体（Clq結合免疫複合体）を測定
し，他の免疫学的指標などとの比較検討を行い，血
友病患者における血管内皮細胞障害の有無および機
序解明へのアプローチを試みた．
II．対象および方法
　1．対象
　血液製剤投与歴のある血友病A92名（平均年齢
31．4±14．6，5歳～69歳），血友病B25名（平均年
齢27．2±14．3，7歳～58歳）からなる血友病患者群
の1991年2月～6月までのある一時点で採血され
たヘパリン全血，血漿および血清を使用した．血漿
は，3．2％クエン酸ナトリウム1容に対して全血9
容の割合で採取した血液を3000rpm，4℃にて20
分間遠心した上清血漿を使用し，血清は，採血後，
全血を37℃の恒温槽に2時間放置，その後4℃，
3000rpmで20分間遠心して得たものを使用した．
　2．測定項目と方法
　血清TMの測定には，　EIA法によるTM測定キ
ット（MGC－01－001，三菱瓦斯化学株式会社）を使用
し，血中免疫複合体の測定には，EIA法による血清
中Clq結合免疫複合体測定用キット〔免疫複合体
（Clq－lgG）「クラレ」〕を用い，それぞれ添付の指示
書通りに実施した．
　その他の比較検討項目としてフォンヴィルブラン
ド因子抗原量（vWF：Ag），β、マイクログロブリン
はそれぞれEIA法により，IgG，　IgA，　IgM，はネ
フェロメトリー法，GPTはUV法，　ChEは△pH
法，血清補体価はCH　50法を用いて測定した．また
リンパ球サブセットの測定にはフローサイトメトリ
ーを使用した．
　ウイルス抗体の測定としては，抗HIV－1抗体の測
定にはWestern　blot法およびConfirmatory　EIA
（ENVCOR　HIV　EIA：Abbott）を用い，抗HCV抗
体の測定にはRIA法（カイロン社）およびEIA法
（HCVAb　ELISAテスト：日本笛ルソ社）を用いた．
　3．統計処理法
　NAP統計処理システムを使用した．平均値の差
の検定は，等分散性の検定を行い，両者の分散に差
がないときにはStudentのt検定を，差があるとき
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表1血友病患者群における
　　抗HIV－1抗体および抗HCV抗体の陽性率
陽性例数（陽性率）
症例数 HIV－1 HCV
Hemophilia　A
gemophilia　B
92
Q5
49（53．3％）
P2（48．0％）
70（76．1％）
Q1（84．0％）
Tota1 117 61（52．1％）91（77．8％）
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図1．血友病患者群における血清トロンボモジュ
　　リン値
にはWelchのt検定を行った．項目間の相関はピ
アソンの積率相関計数にて検討し，それぞれにっき
スピアマンの順位相関計数を確認した．
μ9／m2
40
30
20
10
　　　　　　　　全体　抗Hiv・1抗体抗HIV・航体
　　　　　　　　　　　陽性群　　陰性群
図2．血友病患者群におけるClq結合免疫複合体
　　量
III．結 果
　1．抗HIV・1，抗HCV抗体保有率
　今回対象とした患者群における抗HIV抗体と抗
HCV抗体保有率を表1に示した．血友病Aおよび
Bの患者群全体では，抗体保有率はHIV－
1（52．1％），HCV（77。8％）を示した．
　2．血清トロンボモジュりン値
　血清TM値は，正常者群（mean±SD：14．51±
3．55，n＝11）に比し血友病患者群（mean±SD：
25．62±9．20，n＝117）では有意に高値を示し（P＝
0．00026），正常者群のmean十2SDをカットオフ
として正常値とすると血友病患者群の64．1％が異
常値を示した．血友病患者二流での抗HIV－1抗体陽
性群と抗HIV－1抗体陰性群との比較では，その平均
値に差はみられなかった（図1）．同様に血友病患者
群を抗HCV抗体の有無，血友病AとBで分け平
均値の差を検定したがいずれも有意な差は見られな
かった．
　3．Clq結合免疫複合体（Clq－IC）値
　血中Clq－IC値は，正常二二では58名中50名が
検出感度以下（10μg／ml以下）であったのに対し，
血友病患者群では31。18±22．89μg／m1（mean±
SD，　n＝104）と高値を示した．これを抗HIV－1抗
体の有無で比較すると，抗HIV－1抗体陽性群
（lnean±SD：38．12±23．64，　n＝55）は抗HIV－1抗
体陰性群（mean±SD：23．38±19．45，　n＝49）に比
し有意に高値を示した（p＝0．0007）（図2）．
　4．測定項目間相互の関係
①Clq－IC値とCH　50の関係
　血友病患者群全体でのClq－IC値とCH　50値の関
係をみると，有意な負の相関関係がみられ（n＝111，
r＝一〇．55，p＝0），Clq－IC値の増加は補体系の活
性化を伴うものであることが考えられた．
②血清TM値とClq－IC値との関係
　血友病患者群全体での血清TM値とClq－IC値の
関係をみると弱い正の相関関係が認められた（n＝
111，r＝0．31，　p＝0．00085）．血友病患者群を抗
HIV－1抗体陽性群と抗HIV－1抗体陰性群にわけた
検討では，抗HIV－1抗体陽性群では血友病患者全体
での相関より強い相関を示したが（n＝55，r＝44，
p＝0．00075）（図3），抗HIV－1抗体陰性群では有意
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③血清TM値とvWF：Ag量との関係
血友病患者群全体での血清TM値とvWF：Ag
量との相関をみると正の相関関係が認められた
（n＝71，r＝0．38，　p＝0．0012）．血友病患者群を抗
HIV－1抗体陽性群と抗HIV－1抗体陰性群にわけた
検討では，抗HIV－1抗体陽性群では血友病患者群全
体での相関より強い相関を示したが（n＝34，r＝
0．52，p＝0．0015）（図4），抗HIV－1抗体陰性群で
は有意な相関を示さなかった．またvWF：Ag量
（％）は，抗HIV－1抗体陰性群（mean±SD；
139．74±59．95，n＝31）に比べ抗HIV－1抗体陽性群
（mean±SD：175．24±64．49，　n＝34）で有意に高値
を示していた（p＝0．025）．
④血清TM値とβ、マイクログロブリンとの関係
　血友病患者群全体での血清TM値とβ2マイクロ
グロブリンとの相関関係では，非常に弱い正の相関
関係を示したが（n＝112，r＝O．21，p＝0．028），抗
HIV－1団体陽性者群と抗HIV－1抗体陰性者群に分
けた検討では，いずれも有意な相関関係は認められ
なかった．
⑤血清TM値とその他の諸項目との関係
　白血球数，リンパ球数，CD　4陽性リンパ球実数，
HLA－DR陽性リンパ球実数，　IgG，　IgA，　IgM，
CH　50，　GPT，　ChEなどとの関係では，血友病患者
全体，抗HIV・1抗体の有無による検：討のいずれにお
いても血清TM値とそれぞれの項目に有意の相関
関係は認められなかった．今回の検討で得られた各
項目の値を表2にしめす．
IV．考 察
　血友病患者では，血清トロンボモジュリン値が高
値を示す率が高いことが今回の検討で初めて確認さ
れた．前述のように血中トロンボモジュリンは，糖
尿病，自己免疫疾患，DICなどの全身性の血管障害
を伴うような病態で増加する．その由来は，血管内
皮細胞からの分泌反応によるものではなく，血管内
皮細胞の破壊過程で各種のプロテアーゼにより断片
化され遊離してくるものと考えられており12），直接
的な血管内皮細胞の障害マーカーと考えられてい
る．それ故，今回の結果は，血友病患者ではその
64．1％がなんらかの原因により血管内皮細胞の障
害をうけていることを示唆している．一方フォンヴ
ィルブランド因子は，血管内皮細胞の　Weibel－
Palade体に貯蔵され種々の刺激により分泌される
凝固因子であり，血管内皮細胞の破壊あるいは障害
の際には血中vWF：Ag量は増加し，血管内皮細胞
障害の間接的マーカーとしての一面もある．血中
TM値と血中vWF：Ag量との有意な正の相関関係
は，血友病患者群おける血管内皮細胞障害の存在を
支持する結果と考えられた．
　血中Clq－IC値が，　HIV－1感染者や血友病患者に
おいて高値を示すことは，以前より報告されてきて
おり14）15）16）17），今回の検討でもこれらの報告と概ね
一致する結果となった．松田ら17）の検討では，HIV－
1感染者とHIV－1未感染者との間に差異を認めて
いないが，今回のわれわれの検討ではHIV－1感染者
群に有意の高値を認めている．これは検討症例数や
病期の違いなどが影響を与えているものであろう．
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表2血友病患者群における各検：査データ値
項　　目 正常対象群 抗HIV－1抗体陽性群抗HIV－1抗体陰性群
TM　　　　　　　　　（ng／ml）14．52±6．74（n＝11）25．22±10．73（n＝56）24．58±7．21（n＝54）
Clq－IC　　　　　　　　（ng／ml）＊10μ9／m1以下1） 38．12±23．64（n＝55）23．38±19．45（n＝49）
C3d・IC　　　　　　　　（μ9／ml）＊2μ9／m1以下2） 20．48±23．96（n＝59）13．32±19．32（n＝52）
CH　50　　　　　　　　（U／ml）30～40（正常基準値） 30．22±9．97（n＝55）29．32±10。97（n＝49）
β2マイクログロブリン　　（mg／1）＊ 1．07±0．22（n＝500）2．59±0．98（n＝55）1．65±0．45（n＝50）
CD4陽性リンパ球数　　（／μ1）＊ 2452±662（n＝20）469．41±342．67（n＝59）832．13±362．18（n＝55）
CD8陽性リンパ球数　　（／μ1）＊ 741±293（n＝20）893．10±547．11（n＝59）641．82±279．43（n＝55）
HLA－DR陽性リンパ函数（／μ1）＊ 292±120（n＝20）602．08±357．65（n＝59）414．85±310．60（n＝55）
IgG　　　　　　　　　　（mg／dl）宰1353．5±234．3（n＝500）2622．26±705．33（n＝53）1904．42±440，58（n＝52）
IgA　　　　　　　　　　（mg／dl）＊244．5±74．3（n＝500）4 2．57±271，96（n＝53）237．00±98．04（n＝52）
IgM　　　　　　　　　（mg／dl）宰169，5±62．8（n＝500）282．25±9．15（n＝57）200．91±88．17（n＝55）
vWF：Ag　　　　　（％）ホ率 102．5±26，3（n＝500）175．23±64．49（n＝34）139．74±59。95（n＝31）
ChE　　　　　　　　　　　　（∠pH） 0，935±0．188（n＝500）．87±0．20（n＝55）0．95±0．20（n＝52）
＊抗HIV・1抗体陽性群と抗HIV－1抗体陰性群の平均値間で有意差あり（P＜O．Ol）．
＊＊ RHIV－1抗体陽性群と抗HIV－1抗体陰性群の平均値間で有意差あり（P＜O．05）．
1）検索した健康成人男性58名中50名が測定感度（10μg／ml）以下．
2）検索した健康成人男性58名中56名が測定感度（2μg／ml）以下．
血友病患者群における血中免疫複合体増加の機序
は，血液製剤に混入する種々のアロ抗原およびウイ
ルスの混入による影響を基礎とし，これにHIV－1感
染による免疫監視機構の破綻や持続性ウイルス感染
であるHCV感染などが相互に作用し合うためと考
えられる．特にHIV－1未感染群においての免疫複合
体増加における大量のアロ抗原混入の影響は大きい
ものと考えられ，実際1988年時に加熱濃縮製剤投与
からモノクローナル抗体によるイムノアフィニティ
製剤投与に切り替えられた症例では血中Clq－ICは
著明に低下する傾向にあり現在詳細に検討中であ
る．またHIV－1感染者群においては，　HIV－1と
major　histocompatibility　complex（MHC）クラス
II抗原との構造上の類似に由来する自己免疫異常も
大きく影響を与えているものと考えられる．18）これ
ら血友病患者における血中免疫複合体の増加は，補
体系の活性化を伴いさらなる免疫異常を引き起こす
とともに，直接的な組織障害を惹起し得ると予測さ
れる．また補体系の活性化は，menbrane　attack
complexであるC5b－9を形成し血管内皮細胞も容
易にその標的となるであろう．今回の検討で，血清
TM値とClq－IC値との間に有意な正の相関が得ら
れたことは，前述したような機序により，血中免疫
複合体が血管内皮細胞障害に影響を与えていること
を強く示唆する所見である．特にHIV－1感染者群に
おいては，両者の相関はより強く，免疫複合体の関
与の比重がHIV－1未感染群に比べてより大きいも
のと考えられた．
　今回HIV・1未感染者群と感染者写場における血
清TM値は，予想に反して差異を認めなかった．こ
のことは，HIV－1未感染者群においては，　HIV－1感
染以外にも免疫複合体形成に関与し，血管内皮細胞
を障害するなんらかの別の機構が存在する可能性を
示唆しており，今後さらに検討する必要性を認めた．
　また血友病患者の免疫機構異常を検討するとき
に，肝機能障害，特にHCVによる慢性肝炎の影響
は常に考慮に入れておく必要性がある．なぜなら
HCV慢性肝炎における検査異常が，血中免疫複合
体の増加，IgGの高値，β、マイクログロブリンの高
値などHIV－1感染時にみられるものと重複するも
のが多く，HIV－1感染とHCV感染が相加的あるい
は相乗的に免疫機構破綻に作用している可能性があ
るからである．今回血清TM値は，　HCV感染者群
未感染群に差を認めなかったが，福島ら14）によれ
ば，Clq－IC値はHIV－1，　HCV両者に重複感染して
いる群が最も高く，次いでどちらか一方に感染して
いる群，両者ともに未感染の群，の順の値をとって
おり，ウイルスの重複感染の影響が指摘されている．
加熱濃縮製剤の投与を受けた既往のある患者での
HCV感染率は80％を越え，またヒトパルボウイル
スB19にいたってはほぼ全例に抗体の陽性を認め
る14）ことを考えると，いまだ検索対象となっていな
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いウイルスが血管内皮細胞障害に影響を及ぼしてい
る可能性もあるものと思われる．その他の検査項目
では，特に意味のある関連は見いだし得ず，CD　4リ
ンパ球数低下をはじめとする免疫能低下所見と血管
内皮細胞障害との直接の関連は少ないものと考えら
れた．しかしながら今回対象とした症例はいずれも
外来通院中で安定している患者群であり，今後は
stage別のさらなる検索が必要と思われた．
　血友病患者における血管内皮細胞の障害は，通常
はその止血機構異常の存在のため，血栓症のような
症状の顕在化を示さないと考えられる．しかし何ら
かの出血により凝固因子製剤の補充を行った場合，
急激に症状を発現する可能性もあり十分な注意が必
要であろう．現在モノクローナル抗体を用いたイム
ノアフィニティ製剤が広く使われつつあり，recom－
binant製剤も使用可能になりつつある．これらの製
剤の改良により，免疫系への負担は軽減してきてい
ると思われる．今後これらの新しい製剤の投与によ
る血清TM値，　Clq－IC値の推移などを注意深く観
察する必要があると思われる．
V．結 語
　1．血友病患者群においては，血中トロンボモジュ
リン値が高値を示す率が高く，血管内皮細胞障害の
存在が示唆された．
　2．血友病患者群においては，血中Clq結合免疫
複合体が高値を示す場合が多く，その高値は血液製
剤雨注に伴う種々のウイルス感染や大量のアロ抗原
の混入，肝障害の影響が大きいと考えられた．
　3．血友病患者群における血清TM値は，　HIV－
1感染者群において血中免疫複合体との間に相関を
認めており，HIV－1感染に伴う免疫監視機構の破
綻が血管内皮細胞障害に大きな影響を与えているこ
とが示唆された．
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